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第Ⅰ章          要約 
耳管は、上咽頭と中耳腔を連結する管腔状の構造物で通常安静時には閉鎖しており
嚥下動作などに伴い瞬間的に開大する。耳管開放症は安静時に閉鎖しているべき耳管
が常時開放状態となり咽頭から中耳腔へと自由に空気と音声が交通することにより
発症する。      
安静時の耳管内腔の閉鎖を保つ為には、さまざまな規定要因が考えられているが耳
管粘膜の湿潤状態や耳管内腔粘膜に豊富に存在する耳管腺からの粘液などの分泌状
態も重要な寄与要因の一つと思われる。 
そこで今回、耳管における湿潤・乾燥に注目し、腺組織からの粘液の分泌や水輸送
に関係の深い「アクアポリン」の耳管での発現様式、ならびにアクアポリンの機能障
害と関係の深いとされるシェ－グレン症候群患者における耳管開放症の合併に関す
る検討を行った。 
耳管のアクアポリンの発現様式は、マウスを対象に免疫組織的学的手法を用いて 9
種類のアクアポリンサブタイプについてその発現の有無、部位を検討した。その結果、
マウス耳管周囲組織において、4 種類のアクアポリンサブタイプ（aquaporin-1, 3, 4 , 
5）の発現が局在特異性をもって確認された。すなわち、耳管粘膜上皮細胞において
その頂面にアクアポリン-5が基底側面にアクアポリン3および4が豊富に発現してい
ることが判明したことから粘膜上皮細胞内においてアクアポリンを介在し活発な水
分子の移動が行われているのが予測された。また、耳管粘膜上皮下細胞内においては
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アクアポリン-1, 5 の発現が認められた。アクアポリン-1 は、結合組織系細胞を中心
として繊維芽細胞に豊富に、軟骨細胞は中等度に、そして一部の毛細血管内皮細胞に
弱く発現していることが確認された。アクアポリン-5 は、漿液腺細胞にも豊富に発現
していることが判明した。一方、粘液腺細胞にはいずれのアクアポリンサブタイプは
有意な発現は認められなかった。 
次に、アクアポリンの異常とも関連が深いと予想されているシェーグレン症候群に
おける耳管開放症の頻度を調査した。当院、血液･免疫内科通院中のシェ－グレン症
候群の患者 54 症例を対象に耳管開放症の合併頻度を検討した。耳管開放症確実例を
3 例認め（有病率 5.5%）、我々の施設で行った一般検診における耳管開放症の有病率
と比較しても高頻度であることが示唆された。 
 耳管開放症は、耳管のもともとの開きやすさ（素因）と複数の付加要因（誘因）に
よって発症するものと考えられているが、今回の二つの研究結果は、耳管におけるア
クアポリンの機能異常が耳管開放の寄与要因になり得ることを強く示唆するものと
考察した。 
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第Ⅱ章      研究背景 
耳管は、上咽頭と中耳腔を連結する約 3.5cm の管腔状の構造物であり、中耳側 1/3
は骨で咽頭側の 2/3 は軟骨で形成されており、古くから中耳を換気・調圧する主な器
官と言われてきた。耳管の機能はまだ不明な点もあり、山藤ら１）は耳管を構成する関
連組織を機能と部位に関して仮説をたて、耳管は換気、排泄（咽頭側に向かう繊毛上
皮細胞の繊毛運動）、防御の３つの機能が存在しそれぞれの役割が独立して機能する
のではなく互いの役割を協調しながら同時に機能しているのであろうと予想してい
る。耳管は通常、安静時は閉鎖しており、嚥下などの際に耳管のすぐ外側に位置する
口蓋帆張筋が収縮して耳管軟骨部が開き、その瞬間だけ耳管が全長に亘って開くこと
で中耳圧を外界と等しくしている。耳管は、外界からの音刺激を円滑に内耳に伝える
中耳環境を確保するために換気、調圧を協調しながら機能していると考えられている。 
生理的な耳管機能が障害されるとヒト中耳にはさまざまな病的状態が生じ得る。 
上気道炎などにより換気、排泄が障害された状態になると、いわゆる耳管狭窄症が発
症し、中耳腔の換気不全が中耳腔の陰圧解除の障害を引き起こし、さらに障害が進む
と耳管の排泄能の低下が出現し急性中耳炎、滲出液の貯留（滲出性中耳炎）を来す。 
一方、耳管が常時開放状態となると、咽頭より中耳腔へ自由に空気と音声が交通す
ることになり、耳閉感（耳詰まり）、自声強聴（自分の話し声が、耳に不快に響く）、
呼吸音聴取などの症状を引き起こしてしまう。このような病状を耳管開放症という。
この不快な症状は、仰臥位や頭部の前屈などの体位変化によって一時的ではあるが改
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善することもあり、このことは耳管周囲組織の翼突筋静脈叢のうっ血効果により開放
状態に陥った耳管内腔を、周囲から圧迫し閉鎖する為であると推測されている。2)  
耳管開放症の原因には様々なものがある。背景的因子として最多なものは体重減尐
であり、耳管周囲にある脂肪組織（オストマン脂肪体）や耳管周囲の筋肉の volume
の減尐へ変化していくと、耳管内腔の閉鎖圧を減尐する方向に作用し、耳管の閉鎖不
全を引き起こすものと考えられている。3) 
このほかの原因として、運動時の発汗によって生じた脱水等は耳管周囲の静脈叢の
静脈圧の減尐を引き起こすこと、三叉神経切断による三叉神経運動枝の神経支配の 
消失に伴う耳管周囲の筋肉の萎縮が耳管内腔を開放状態へと導く耳管周囲の構造的
条件として関係しているものと考えられている。4)  一方、耳管内腔側自体の環境条
件の新たな誘因として、照射による粘膜萎縮、妊娠や経口ピル服用時の血中エストロ
ゲン値の上昇などが寄与要件として考えられている。5)  
しかし、これらの誘因がある場合でも必ずしも耳管開放症が発症するわけではなく、
耳管開放症は素因（もともとの開きやすさ）と付加要因（誘因）によって発症するも
のと考えられている（図 1）。また、単一因子では発症することはなくとも、素因や
複数の因子の関与で、耳管開放症が発症すると考えることが出来る。 
さらに、耳管内腔側の環境条件の因子においても検討の必然性があり耳管内腔の粘
液貯留の有無や粘膜の湿潤状態も重要であることは予想される。すなわち、耳管にお
いても耳管腺と呼ばれる分泌腺が存在し、内腔には粘液などの分泌物が湿潤した状態
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となっており安静時の耳管閉鎖状態を維持するための寄与因子になっているものと
思われる。 
また、耳管内腔に貯留している分泌物は、明らかにはされていないが鼻腺から分泌
される鼻汁と同様に気道防御能としての液性免疫に関与している可能性も考えられ、
耳管内腔での湿潤した環境は重要であることも考えられた。 
同機能の障害が起こる事により、耳管が開放状態となる一要因になり得る可能性が
あると思われた。このことは実際、臨床的にも生理的食塩水の点鼻を行うことで耳管
咽頭口側から耳管内腔面を湿潤させることで、耳管開放症状が軽減することは経験的
に知られている（生理的食塩水点鼻療法）。 
そこで今回我々は、耳管内腔粘膜上皮ならびに上皮周囲組織における湿潤に関与す
ると思われる因子として、リン脂質二重層で構成された細胞膜細胞膜を介したより効
率的な水分子の移動に重要な働きをしているアクアポリンに注目し検討を行う事と
した。 
アクアポリン(aquaporin: AQP)は、1993年 Agre ら 6)が、赤血球の膜蛋白の解析を
していた際に発見した、水分子を特異的に通過させる一種のチャネル蛋白で、水輸送
以外にも、小粒子、イオン、ガスなどの移送に関係し、細胞接着、細胞遊走能の促進、
細胞増殖促進に働く作用が報告されている。8) 
現在までに多くのアクアポリンがクローニングされているが、哺乳類では尐なくと
もアクアポリン-0 から 12 までの 13 種類のサブタイプが発見され、構造的に以下の 4
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群に分けられている。9) 
1  狭義のアクアポリン（水選択性）：アクアポリン 0, 1, 2, 4, 5, 6 
2 アクアグリセロポリン（水以外も輸送）：アクアポリン 3, 7, 9 ,10 
3 細胞内アクアポリン：アクアポリン 8 
4 スーパーアクアポリン：アクアポリン 11, 12 
上記の 3 は細胞内小器官（オルガネラ）にも分布し植物の液胞に局在すると言わ
れ、4 は 1~3 群のアクアポリンとの構造的に類似性が乏しく、3 と同様に細胞内に
限局し水以外のものを透過するかは不明であるものである。アクアポリンの機能は、
分布部位から細胞膜アクアポリンと細胞内アクアポリンに大きく分けることもでき
るが、細胞内アクアポリンの存在が発見されているものの生理的役割は明らかにな
っていない。 
また、アクアポリンの構造は３次元の構造解析がされ、ヒトにおけるアクアポリ
ン-1 において 3.8 オングストロームの原子レベルの解明に成功している。10)  
300 前後のアミノ酸から成る比較的小さな膜蛋白で、アスパラギン、プロリン、
アラニンからなる NPA ボックスが配列中に 2 回存在している。細胞膜には 4 量体で
存在するが 1 つの分子に 1 つ水通過の孔が開いている。 
その後、アクアポリンの異常と関連した疾患についての研究も進歩しアクアポリン
-0 と先天性白内障 11)、アクアポリン-2 と腎性尿崩症 12), 13)  アクアポリン-5 とシェ
ーグレン症候群に伴うドライアイ 14)、アクアポリン‐4 と視神経脊髄型多発性硬化症
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などの関係が報告されている。15) 
このうちシェーグレン症候群は中高年女性に発症する涙腺、唾液腺を標的とした臓
器特異的自己免疫性疾患で、眼、口腔内の乾燥を主症状としその他、多彩な全身性病
変を発症する疾患であるが、耳管との関連においてはシェーグレン症候群患者におい
て耳管機能異常を認めた報告もなされている。16) 
前述したようにシェーグレン症候群は、アクアポリンの遺伝子異常の関与が考えら
れている疾患であるが、アクアポリンの異常が耳管の湿潤にも関与し、耳管機能異常
（開放）を引き起こしている可能性も考えられる。 
そこで、本研究では耳管開放症とアクアポリンの関与の可能性に着目し、耳管にお
けるアクアポリンの発現様式の研究を行い、さらにシェーグレン症候群と耳管開放症
の有病率について検討を行う事とした。 
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第Ⅲ章      研究目的 
本研究では、耳管開放症の発症機序解明のため以下の 1、2 の検討を行った。 
 
 
 
1  マウス頭部矢状断標本における耳管内腔粘膜上皮のアクアポリンの発現様式に
ついて免疫組織的学的手法を用いて、同部位における発現部位について詳細に検討
する。 
 
 
2  当院、血液･免疫内科通院中のシェ－グレン症候群の患者 54 症例を対象に、耳管
開放症に関するアンケ－ト調査を実施。有症と思われた対象者には耳鼻科外来に
て二次検診を行った。アンケ-ト、診察結果を集計し耳管開放症の合併頻度を検討
する。 
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第Ⅳ章      研究方法 
1 マウス耳管におけるアクアポリンサブタイプに関する免疫組織化学。 
1-a マウス耳管切片標本の作製 
実験動物として鼓膜所見正常で 8～12 週齢の CBA/JNCrj マウス 5 匹を用いた。 
ジエチルエーテル吸入による深麻酔下にマウスを開胸し、右心耳を切開した後に左心
室から 0.01M リン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH 7.2）を注入して脱血させ、次に 10%
緩衝ホルマリン液をゆっくりと注入して還流固定を行った。さらに断頭したマウス頭
部を 1%酢酸加 10%緩衝ホルマリン溶液で 2 時間、常温で浸漬固定した。0.01M PBS
で洗浄後、マウス頭部を 0.12M EDTA(エチレンジアミン四酢酸)・2Na 水溶液に常
温 4 日間、回転器上で浸漬し、脱灰とした。固定・脱灰したマウス頭部から耳管周囲
の組織を切り出し、エタノール系列で脱水した後にパラフィンに包埋した。矢状断方
向にマウス耳管を横切る厚さ 4μm の切片を作成し、免疫組織化学染色の実験に用い
た。 
マウスの耳管は、形態的に下等哺乳動物のためヒトの耳管と類似していることや、 
標本作製にあたり小動物である頭蓋骨、顔面骨は比較的柔らかく脱灰処理を要する免
疫組織化学実験用の切片標本の作製にあたり適していたこと、将来的にアクアポリン
の機能異常などが出現する遺伝子異常を伴う動物の検討に実験が発展した際、遺伝子
操作が広く行われているマウスが対象となることを想定した。 
また、一般的に遺伝子レベルから考慮すると、マウスとヒトでは遺伝子配列が非常
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に似ており、ヒトの遺伝子を導入したマウスやヒト型に遺伝子を置換した遺伝子改変
マウスを作製すると、これらの改変型マウスは、薬剤や刺激に対する反応はヒト型に
なることなどから、ヒトへの影響が予想できマウスを実験動物として使用した。 
1-b 免疫組織化学 
今回の実験ではアクアポリンサブタイプの検出感度を上げるために、高感度で汎用性
の高い標識酵素ポリマー法を用いた。この方法は、はじめに無標識のアクアポリンサ
ブタイプに対する一次抗体を用いて一度目の抗原抗体反応を行い、過剰な一次抗体を
洗浄除去した後、一次抗体を抗原とする二次抗体（可視化を良くするために発色酵素
の多数ついた高分子ポリマーで標識されている二次抗体）を反応させ二度目の抗原抗
体反応を行うものである。今実験に使用したアクアポリンサブタイプに対する各々の
一次抗体の一覧、二次抗体は表 1 に示している。 
耳管組織を含むパラフィン切片を、60℃で 15 分加熱、その後 5 分間冷却し、抗原性
賦活化処理を行った。続いてキシレンによる脱パラフィン処理とエタノール系列によ
る再水和処理を行い、0.01M PBS (pH 7.2) に浸漬・洗浄した。続いて内因性免疫グ
ロブリンによる非特異的反応の防止目的に、二次抗体の宿主動物と同じ生物種である
ヤギ血清に常温 1 時間浸漬した。1%ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin)で
希釈した一次抗体を、常温 12 時間、標本に反応させた。抗体の希釈倍率は 1:50 から
1:1600 の間で調整した。続いて 0.01M PBS (pH 7.2) で 4 回洗浄後、二次抗体に浸
漬し常温 30 分反応させた。 
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0.01M PBS で 3 回洗浄後、ジアミノベンチジンによる酵素反応発色を常温 10 分間
行い、蒸留水で 2 回洗浄した。エタノール系列で脱水、キシレンで透徹後、プレパラ
－トを封入し、光学顕微鏡(keyence 社、BZ900)により観察を行った。 
 
2  シェ－グレン症候群患者と耳管開放症に関する検討 
1 対象：当病院、血液･免疫内科通院中のシェ－グレン症候群の患者 54 名（男性 5 名、
女性 49 名、平均年齢 50.7 歳）を対象に、耳管開放症罹患の有無を検討した。 
2 スクリ－ニング：まずスクリ－ニングとしてアンケ－ト調査を実施し、アンケ－ト
では耳管開放症に特徴的な a )耳閉感 b) 自声強聴 c) 呼吸音聴取の有無と程度 d) 
体位変化による症状の変化に焦点をおき調査を実施した。アンケ－トによる有症状
者に対しては 2 次検診を行った。実際に使用したアンケ－トの調査内容を図 2 に示
している。 
3 二次検診：二次検診では、改めて耳鼻科医による問診をおこなった後、ティンパノ
メトリ （ー外耳道圧を変化させ，アブミ骨筋の反射的な収縮を，鼓膜の音響抵抗（イ
ンピーダンス）の変化として記録して，音の伝わり具合を調べる。）、顕微鏡下の鼓
膜観察、耳管機能検査を行い、耳管開放症をはじめとする耳疾患の診察を行った。 
耳管開放症の診断は、これまでに行なった耳管開放症検診の診断基準に準じ 17)、
耳閉感、自声強聴、呼吸音聴取、体位による変化、鼓膜の呼吸性動揺、鼻すすり
をさせ鼓膜の動揺の有無、バルサルバ(鼻咽腔を閉鎖し中耳腔を陽圧にする手技)
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後にすぐに中耳腔陽圧が解除される所見、そして耳管機能検査結果などを元に評
価した。 
自覚症状の他に鼓膜の呼吸性動揺の認められるものを耳管開放症確実例、鼓膜の呼
吸性動揺は認めないがその他の鼓膜所見、エピソード、耳管機能検査[a 耳管鼓室
気流動態法：tubo-tympano-aerodynamic graphy （TTAG 法）、b 音響耳管法
（sonotubometry）］で陽性所見を認めるものを疑い例として診断した。 
(耳管機能検査には、耳管機能検査装置（RION JK－04）を用いて検査を行った。) 
耳管機能検査は主に 2 種類の検査法で行い、 
a) 耳管鼓室気流動態法(tubo-tympano-aerodynamic graphy：TTAG 法)： TTAG 法
では、鼻咽腔側の圧変化を外耳道に設置した圧トランスデューサーを用いて、中耳
側への伝達を観察した。鼻すすりや深呼吸による鼻咽腔圧の変化に同期した圧変化
が外耳道圧の動揺として観察された場合、開放耳管と診断とした。 
b) 音響耳管法（sonotubometry）：音響耳管法では、鼻咽腔側にプローブ音を提示し
ておき、外耳道に設置したマイクで計測される音圧が、嚥下により引き起こされる
耳管開大時に増加することを指標に、耳管機能を評価する。嚥下によりいったん耳
管が開大した後、閉鎖し難い所見や、耳管開放持続時間の延長がみられた場合、開
放耳管と診断した。尚、本検査では、鼻腔提示プローブ音の音圧が、外耳道マイク
ロフォンレベルで一定になるように音圧調整されるが、鼻咽腔から中耳側への易伝
達性のため、プローブ音の設定が低レベルになる場合も開放耳管と診断した。 
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第Ⅴ章          研究結果 
1-a マウス耳管の構造 
マウス耳管のパラフィン切片矢状断の Hematoxyline-Eosin 染色像を図 3 に示す。 
ヒト耳管の構造と比較すると、マウスの耳管軟骨は発達が尐なく内側板が存在しない
ことや、耳管内腔の下方ではより粘膜上皮の襞が尐ない傾向にあるといった特徴があ
る。また、耳管の内腔を被う多列線毛円柱上皮の深部には、漿液腺がやや優位な配列
で粘液腺と混在している混合腺の存在が確認された。 
 
 
1-b マウス耳管におけるアクアポリンの発現様式 
今回の免疫組織化学的検討では、マウス耳管周囲組織において、4種類のアクアポリ
ンサブタイプ（aquaporin-1, 3, 4 ,5）の発現が確認された。 
アクアポリンサブタイプと耳管周囲組織の発現部位の要約は表 2 に示している。 
アクアポリン-1 の発現様式は、図 4a（弱拡大）、4b（強拡大）、4c スキームで示した。
結合組織系細胞の線維芽細胞に強く、軟骨細胞は中程度のアクアポリン-1 の発現を認
め、また一部の毛細血管内皮細胞に弱い染色性が認められた。スキームでは、図 3 の
マウス耳管のパラフィン切片矢状断のHematoxyline-Eosin染色像に対応してアクア
ポリン-1 の発現部位を示している。（水色） 
アクアポリン-3 の発現様式は、図 5a（弱拡大）、5b（強拡大）、5c スキームで示した。
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上皮細胞の基底側細胞膜にアクアポリン-3 の強い発現を認めた。同様にスキームでは、
青色で発現部位を示している。 
アクアポリン-4 の発現様式は、図 6a（弱拡大）、6b（強拡大）、6c スキームで示した。
上皮細胞の基底側細胞膜に aquaporin-4 の強い発現を認めた。スキームでは、緑色で
発現部位を示している。 
アクアポリン-5 の発現様式は、図 7a（弱拡大）、7b（強拡大）、7c スキームで示した。
粘膜上皮細胞の頂面細胞膜にアクアポリン-5 の強い発現を認められ、粘膜上皮下細胞
の漿液腺細胞の頂面においては中程度の発現が認められた。スキームでは、黄緑色で
発現部位を示している。また、今実験のマウス耳管周囲において粘液腺細胞には、い
ずれのアクアポリンサブタイプは有意な発現は認められなかった。 
図 8 は、今実験で発現を認めたすべてのアクアポリン 1,3,4,5 の発現様式を、図 3 の
マウス耳管のパラフィン切片矢状断のHematoxyline-Eosin染色像のスキームに示し
ている。 
表 2 は、マウス耳管周囲組織において発現が確認されたアクアポリン‐1,3,4,5 の 4
種類のサブタイプごとに発現部位での発現の様子を 4 段階で評価し明記している。 
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2 シェ－グレン症候群と耳管開放症 
 対象の性別、年齢分布を図 9 に示す。57 名中、男性 4 名、女性 53 名で、80%以上
の症例が 40 歳以上と中年以降の女性に多い結果であった。 
これらの患者に対するアンケート調査で、耳管開放症を疑う耳閉感、自声強聴、呼
吸音聴のいずれかの症状を有する症例は 13 例であった。図 10 では 13 症例の各自覚
症状の内訳を示す。耳閉感 12 例(22.2%)、自声強聴 8 例(14.8%)、呼吸音聴取 5 例(9.2%)
となり、さらに二次検診で診察したところ、これらの自覚症状のある 13 症例中、耳
管開放症確実例が 3 例、耳管開放症疑い例が 3 例診断された。その他の 7 例は、滲出
性中耳炎 1 例、感音難聴 1 例、異常無し 5 例であった。  
以下に、実際の代表的な症例を提示する。 
症例：69 歳 女性 シェ－グレン症候群 
2001 年よりシェ－グレン症候群の診断にて東北大学病院血液・免疫科通院加療をし
ていた。1994 年頃より、左耳に耳閉感、自声強聴、呼吸音の聴取を自覚し、鼻すす
りをすることで症状が一時的に軽減するため、そのまま様子をみていた。 
今回、当施設でシェ－グレン症候群患者を対象としたアンケ－ト調査を行い、アンケ
ートの結果で耳管開放症の可能性があり、2 次検診の目的で当科を受診となった。 
初診時所見として、鼓膜所見にて左鼓膜の呼吸性動揺を認めた。オトスコープにて呼
吸音聴取が確認された。ティンパノグラムは両耳とも A 型であり、聴力検査で他の耳
疾患を疑わせる難聴等も認めなかった。 
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耳管機能検査では音響耳管法（Sonotubometry）で左耳管開放時間の延長所見を認め
られたが(図 11)、耳管鼓室気流動態法 (TTAG 法)では、明らかな耳管開放所見を認
められなかった。 
以上より左耳管開放症の診断のもと、鼻すすり癖の中止の指導、ならびに生理的食
塩水点鼻療法を開始し、治療後 2 週頃より自覚症状が改善した。（図 11） 
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第Ⅵ章          考察 
1 マウス耳管におけるアクアポリンの発現様式 
マウス耳管におけるアクアポリンの発現と、アクアポリン-1, 3, 4, 5 の 4 種類のサブ
タイプがそれぞれに特異的な部位に発現していることが判明した。その他のアクアポ
リンサブタイプについても同様の実験を行い検討したが、アクアポリン-2, 6, 8、アク
アグリセロポリン 7, 9 については耳管周囲組織に明確な発現は観察されなかった。 
耳管粘膜上皮細胞においては、その頂面側にアクアポリン-5 が基底側面にアクアポ
リン 3 および４が豊富に発現していることが判明したことから、粘膜上皮の細胞内に
おいてはアクアポリンを介在した活発な水分子の移動が行われているのが予測され
た。 
耳管粘膜上皮下の細胞内においては、アクアポリン-1,5 の発現が認められた。 
アクアポリン-1 は、耳管粘膜上皮下の周囲の結合組織系細胞を中心として繊維芽細胞
に豊富に、軟骨細胞は中等度に、また一部の毛細血管内皮細胞に弱く発現しているこ
とが確認された。 
アクアポリン-1 は Minami ら 18)の報告では、ラットの標本であるが耳管と連続し
ている中耳粘膜上皮下の繊維芽細胞と、毛細血管内皮細胞に、Kang ら 19)は、ラット
耳管粘膜上皮下の繊維芽細胞に発現したとの報告があり同一での文献ではないが
我々の実験結果と一致するものであった。 
アクアポリン-3 は耳管粘膜上皮の基底側細胞膜に発現を認めたが 、Kang ら 19)の
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報告ではラット耳管周囲には発現が認められなかった。逆に Kreda ら 20)によれば、
ラット等の咽頭、気管上皮細胞に発現を認めたとの報告がある。ヒトでの実験におい
ては消化管、表皮、腎、脳、唾液腺に豊富に発現が確認されていることや、唾液腺細
胞では粘膜上皮基底側に発現が認められたとの報告もある。21) このことは、従来の
水のみを選択的に透過する狭義のアクアポリンと水だけでなくグリセオ－ルなどの
低分子物質も透過することができるアクアグリセロポリンの二つのうち、アクアポリ
ン-3 は後者のアクアグリセロポリンに該当し、水輸送以外にも多様な役割の存在が推
測され生理的意義も不明な点も多いことなどが関与していることが予想された。 
アクアポリン-4 については、粘膜上皮基底側細胞膜に、アクアポリン-5 は漿液腺細
胞の頂面側に発現が認められたことは Kang ら 19)と同様の結果であった。 
しかし、アクアポリ-5 に関しては耳管粘膜上皮の頂面細胞膜にも発現を認めたこと
は、Kang ら 19)の報告とは異なる結果で同部位の発現は認めなかったと述べている。
我々の実験結果に関しての正否は、さらに詳細な実験、考察が必要と思われた。 
 
2－a シェーグレン症候群と耳管開放症について 
今回の調査の結果、シェーグレン症候群患者 54 症例中 3 例に耳管開放症の存在を
認め、その有病率は 5.5%であった。耳管開放症の発症頻度は、報告者によりかなり
の違いがあり、Zöllner22)は 0.3%と報告したが、多い報告では、Flisberg ら 23)、 
Münker ら 24)はそれぞれ、102 人中 7%、181 人中 6.6%としている。後者（Flisberg
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ら、 Münker ら）の報告は詳しい耳管機能検査を用いて検出したものであるため、
有病者が多すぎるという印象があり、一般的には Zöllner22)のものが妥当と考えられ
てきた。 
当科では、以前に高齢者、一般事務職場、小・中学生を対象に（総数 1982 人）、今
回とほぼ同様の方法（アンケートで有症者を選別し、ニ次健診で診断）、判定基準を
用いて耳管開放症の有病率の調査を行ったことがある。全体の有病率は 0.6%であっ
たが、群間で多尐の差があり、それぞれの群の有病率は、高齢者 5/972 ( 0.5% )、職
場 3/158（1.9%）、小・中学生 3/852 (0.4%)であった。そこで、シェーグレン症候群
における耳管開放症の有病率と、これらの検診での耳管開放症の有病率を比較すると
一般事務職場における有病率とは有意の差を認めなかったが、高齢者群、小・中学生
群とは、統計学的にも有意に高い有病率であった（χ 二乗検定：p<0.01）。 
年齢構成や性別構成が異なるため考察には慎重を要するが、シェーグレン症候群にお
ける耳管開放症の頻度が高い可能性が示唆された。 
シェ－グレン症候群の患者に耳管機能異常については、近年、多田ら 16)が耳管機能
検査装置を用いて 16 例を対象に検討した結果を報告している。対象が 20 名以下であ
ること、実際に症状を呈する耳管開放症での有病率の検討ではなかったため、今回の
結果と直接比較することはできないがシェーグレン症候群が耳管開放症発症の寄与
要因の一つになり得ることを支持する報告であると思われる。 
一方、耳管腔の湿潤と耳管開放症という観点においては、薬物治療法の一つである
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生理的食塩水の点鼻療法は、Shambaugh25)によって 1938 年に初めて提唱され、その
後、吉田ら 19)による症例報告が散見されているが検証は行われていない現況である。 
当科、耳管外来でも耳管開放症と診断された 41 症例に対し生理的食塩水の点鼻療
法のみの治療を行った結果、34 症例(83%)で症状のコントロール可能であったという
結果が得られた。生理的食塩水の点鼻療法の効果発現の機序には、不明な点もあるが
生理的食塩水の耳管内腔への流入による内腔の狭小化や内腔の湿潤が考えられてい
る。26) 
今回、検診で診断されたシェーグレン症候群患者の耳管開放症は、比較的軽症例が
多く提示した症例のように、生理食塩水の点鼻療法が有効な症例が多かった。一般に、
生理的食塩水の点鼻療法は、比較的軽症の高齢者で有効な傾向があることが臨床経験
的に知られており高齢者が一般的に分泌腺の分泌能が低下することを考慮すると、点
鼻療法の効果発現がシェーグレン症候群に伴う耳管開放症との共通のメカニズムが
存在し得る可能性も示唆された。 
 
2- b シェ－グレン症候群とアクアポリンの関係からの考察 
ヒト唾液腺において分布しているアクアポリンサブタイプは、アクアポリン-1, 3, 5
が確認されており、その他のアクアポリン-4, 6, 7, 8 の分布は確認されていない。27) 
アクアポリン-1 に関しては、初期のシェ－グレン症候群の患者と健常者の唾液腺細胞
の筋上皮細胞の比較において、シェ－グレン症候群の患者で、アクアポリン-１の発
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現の減尐が認められたが血管内皮細胞では変化がなかったとの報告がある。28, 29) 
アクアポリン-3 は Gresz ら 21) によれば、健常者において唾液腺の粘液腺、漿液腺細
胞の基底側に免疫組織学的にのみ発現がみられた報告があるが、その後の文献で唾液
分泌、唾液腺に関係しているとの報告がない。また、Beroukas ら 27) によると、健
常者とシェ－グレン症候群の患者の唾液腺細胞では免疫組織学的に発現の変化がな
かったとの報告もあり、アクアポリン-3 とシェ－グレン症候群の病因との関連は不明
となっている現況である。 
Steinferd ら 30) がシェ－グレン症候群によって口腔内乾燥が出現している症例に
おける小唾液腺の免疫組織学的実験では、アクアポリン-５は腺房細胞の基底側細胞
膜に発現し、口腔内乾燥症状のある健常者では、逆に腺房細胞の頂面側に発現してい
ることを報告した。さらに Tsubota ら 14)は、ヒト涙腺におけるアクアポリン-5 の遺
伝子異常がシェ－グレン症候群に存在しているとの報告をした。その後もアクアポリ
ン-5 は検証が行われているが、健常者との発現様式(局在部位)の違いや、アクアポリ
ン-5 の異常がなぜ出現するのかは解明されていない現況である。唾液腺の唾液分泌に
関しての研究解明は進んでおり、唾液分泌制御としてのアクアポリン-5 は、唾液腺細
胞の腺上皮頂面(管腔膜側)に豊富に局在していることは確認されている。21)  
唾液分泌は自律神経系の制御を受けているため M３ムスカリン受容体からの刺激を受
けると唾液腺内でダイナミックにアクアポリン-5 が変動することは解明されている。
31)  
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また、ラットにおける角膜上皮、唾液腺におけるアクアポリン-5 の免疫組織学的検討
も過去に行われているが、腺腔上皮細胞の頂面細胞膜側、腺房上皮細胞の頂面細胞
膜・基底側細胞膜、漿液腺細胞に発現するとのさまざまな報告があり結論は出ていな
い。32), 33) 
唾液腺の機能が低下傾向にある高齢者やシェ－グレン症候群の患者には、水代謝に
関連した何らかの機能異常が予想される。そのことが解明されることにより、耳管に
は耳管腺が存在していることからも考慮すると、耳管機能不全の病態や、耳管開放症
に対する一つの治療法とされる生理的食塩水点鼻療法の有効性などの研究に役立つ
ものと考察された。 
 
3 耳管開放症と耳管の水代謝について 
今回、我々は耳管粘膜にアクアポリンの発現を確認することができた。このことは、
耳管粘膜において水移送が豊富に行われことを示唆するものである。アクアポリンの
存在は、存在していない細胞、器官に比べ水分子をより効率よく供給されることを意
味し耳管粘膜にとって非常に重要である。 
アクアポリン-5 の遺伝子異常で、シェーグレン症候群患者においてドライアイが出
現することが発見された。この事と、シェーグレン症候群患者に当科で行った調査で
耳管開放症の有病率とが我々の行った一般検診群に比べ統計学的に有意に高かった
ことを考慮すると、耳管開放症においてもアクアポリンの機能異常、もしくは耳管腺
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の分泌障害等がある可能性が考えられるが詳細は今後の研究課題である。 
耳管開放症の病因は未だに解明されていないが、耳管が正常の機能を保持するため
には粘膜が湿潤状態である環境が不可欠であり、耳管機能が正常ではない閉鎖不全の
耳管の環境下では、何らかの水代謝の異常が起きていることが予想される。 
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第Ⅶ章      結論 
1）耳管における水分調節に注目し、マウス耳管周囲におけるアクアポリンサブタイ
プの発現様式を免疫組織化学的に検討した。その結果、マウスの耳管周囲組織におい
ては、4 種類のアクアポリンサブタイプ（aquaporin-1, 3, 4 ,5）の発現が局在特異性
をもって確認された。 
2）耳管粘膜上皮細胞では、その頂面にアクアポリン-5 が、基底側面にアクアポリン
3 および４が豊富に発現しており、粘膜上皮細胞内においてアクアポリンを介在し活
発な水分子の移動が行われているのが予測された。 
3）耳管粘膜上皮下細胞内では、アクアポリン-1, 5 の発現が認められた。アクアポリ
ン-1 は、結合組織系細胞を中心として繊維芽細胞に豊富に、軟骨細胞は中等度に、ま
た一部の毛細血管内皮細胞に弱く発現していた。 
4）アクアポリン-5 は、漿液腺細胞にも豊富に発現していることが判明したが、粘液
腺細胞にはいずれのアクアポリンサブタイプは有意な発現は認められなかった。 
5）アクアポリンの異常とも関連が深いとされる、シェ－グレン症候群の患者 54 症例
を対象に、耳管開放症の合併頻度を検討した。耳管開放症確実例を 3 例認め（有病率
5.5%）、我々の施設で行った一般検診における耳管開放症の有病率と比較しても高頻
度であることが示唆された。 
6）耳管開放症は、耳管のもともとの開きやすさ（素因）と複数の付加要因（誘因）
によって発症するものと考えられているが、今回の結果は、耳管におけるアクアポリ
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ンの機能異常が、耳管開放の寄与要因になり得ることを強く示唆するものと思われた。 
また、アクアポリンのサブタイプによっては、まだよく解明されていない領域もあ
り我々の実験結果に関しての正否は、さらなる詳細な実験と検証が必要であるがその
ことがさらなる耳管開放症の病因究明の手掛かりになるものと思われた。 
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第Ⅸ章           付図 
図 1：ヒトにおける耳管開大圧の分布と耳管開放症の誘因(概念図)。 
（小林ら 2)より引用） 
・正常人における耳管開大圧の分布(概念図)。正常人の耳管開大圧には素因と
いえる個人差がある。（上図） 
・誘因が加わると、通常は症状のない人も耳管開大圧が低くなり(耳管が緩く
なり)耳管開放症を発症する。（下図） 
図 2：実際に使用した当病院(血液・免疫内科)通院中のシェ－グレン症候群患者に
アンケ－ト調査として使用した調査票を示す。この調査票で有症者には二次検
診を行っている。当科では、同様にアンケート調査を高齢者、一般事務職場、
小・中学生にも行っている。 
図 3：耳管が確認できるマウス頭部の矢状断標本のパラフィン切片の Hematoxyline 
- Eosin 染色像である。 
ET(eustachain tube): 耳管、CA(cartilage): 耳管軟骨、SG(serous glands): 漿
液腺、MG(mucous lands): 粘液腺、MU(muscles): 筋組織。 
図 4-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-1(AQP 1)の局在。 
図 4-a(弱拡大)、4-b(強拡大)、4-c スキーム。スキームではアクアポリ
ン-1 は、水色の部分で示す。 
耳管上皮下に存在する線維芽細胞（→ ）に強い発現が一部の毛細血
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管内皮細胞（→ 灰色）に弱い染色を認める。＊ :耳管内腔; 黒矢尻：
耳管軟骨。倍率は、標本写真右下方に基線で示し 50μm である。 
図 5-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-3 (AQP 3)の局在。 
図 5-a(弱拡大)、5-b(強拡大)、5-c スキーム。スキームではアクアポリ
ン-3 は、青色の部分で示す。 
耳管内腔（＊）を取り囲む上皮細胞の基底側細胞膜（ →）に強い発現
を認める。黒矢尻：耳管軟骨。倍率は、標本写真右下方に基線で示し
50μm である。 
図 6-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-4 (AQP 4)の局在。 
図 6-a(弱拡大)、6-b(強拡大)、6-c スキーム。倍率は、標本写真右下方
に基線で示し 50μm である。スキームではアクアポリン-4 は、緑色
の部分で示す。 
耳管内腔（＊)を取り囲む上皮細胞の基底側細胞膜に極めて強い発現を
認める(→ )。黒矢尻：耳管軟骨。 
図 7-a, b , c：耳管周囲組織におけるアクアポリン-5 (AQP 5)の局在。 
図 7-a(弱拡大)、7-b(強拡大)、7-c スキーム。倍率は、標本写真右下方
に基線で示し 50μm である。スキームではアクアポリン-5 は、黄緑
色の部分で示す。 
耳管内腔（＊）を取り囲む上皮細胞の頂面側の細胞膜(→ )に発現を
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認める。漿液腺細胞(▶)に中等度の発現が見られる。 
黒矢尻：耳管軟骨 
図 8：図 3 のマウス耳管のパラフィン切片矢状断の Hematoxyline-Eosin 染色像に
対応して作成したスキーム上に、耳管周囲組織に発現が確認されたアクアポリ
ンサブタイプの特異的な局在を色別で示す。アクアポリン-1 は水色、アクア
ポリン-3 は青色、アクアポリン-4 は緑色、アクアポリン-5 は黄緑色として表
記している。 
図 9：東北大学病院血液・免疫科に通院中のシェ－グレン症候群患者の対象の性別、
年齢分布を示す。 
57 名中、男性 4 名、女性 53 名で、80%以上の症例が 40 歳以上と中年以降の
女性に多い結果であった。 
図 10：耳管開放症の診断症例における自覚症状の内訳と診断症例の年齢分布を示す。 
     自覚症状の内訳は、耳閉感 12 例 12/54(22.2%)、自声強調 8 例 8/54(14.8%)、
呼吸音聴取 5 例 5/54(9.2%)であった。（上図） 
：耳管開放症の診断症例の年齢分布をグラフで示すと、耳管開放症の診断症例
数が 13/57 例のうち 40-60 歳に耳管開放症確実例が存在した。これらは、我
が国のシェ－グレン症候群の発症年齢と一致していた。（下図） 
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図 11：シェ－グレン症候群患者のおける耳管開放症代表症例の検査記録、自覚症
状の経過を示す。（上図） 
 ・耳管機能検査では音響耳管法（Sonotubometry）にて左耳管開放時間の延 
長所見を認めている。 
（ 図の矢印の部分で、右耳側の検査記録と比較して示している。） 
・耳管鼓室気流動体法（TTAG）では、明らかな耳管開放所見を認めていな
い。 
：シェ－グレン症候群患者のおける耳管開放症代表症例の自覚症状経過。  
（下図） 
VAS（visual analog scale）スコアにて患者の自覚症状を評価し、耳管開
放症の 3症状のいずれも、治療 5ヵ月後には軽減した。 
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第Ⅹ章     付表 
表1: 本研究1の実験に使用したアクアポリンサブタイプ（アクアポリン-1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9）の一次抗体名とその販売元と製造番号。二次抗体の抗体名と販売
元、製造番号を示す。 
表 2：マウス耳管周囲組織においてアクアポリン-1, 3, 4, 5 の 4 種類のサブタイプで
それぞれ特異的な部位に発現していることが確認された。 
発現されたアクアポリンサブタイプ別に発現部位を明記している。 
また、発現の様子を 4段階(++++ : strong expression, ++ : moderate, + : weak,     
－: none) で評価している。 
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図１
当科では、耳管開放症の発生頻度について調査しております。
よろしければアンケートにご協力ください。
１．本日は 平成 年 月 日
２．お名前 ３．所属
４．生年月日 大正・昭和・平成 年 月 日
◎あなたの耳の状態についてお答え下さい。
これまで以下のいずれかの症状がありましたか？
・耳がつまった感じ
・自分の声が耳に異常に響く
・自分の呼吸する音が耳に大きく響いて気になる
（ ） ない ご協力ありがとうございました。アンケート終了です。
（ ）ある
A. 「ある」とお答えになった方にうかがいます。
それはどちら側の耳ですか？ ⇒ （右、左、両方）
B. あった症状すべてに丸をつけてください。（いくつでも可）
（ ）①耳がつまった感じ
（ ）②自分の声が耳に異常に響く
（ ）③自分の呼吸する音が耳に大きく響いて気になる
C.その症状は立っているときに強く感じ、頭を下げたり、寝たりすることで楽になりましたか？
⇒ （はい、いいえ、わからない）
D. その症状の程度は？ ⇒ （わりと軽い、中くらい、気になるくらい重症）
E. その症状は
①いつ頃から始まりましたか？⇒ 平成 年 月頃から
②いつ頃まで続きましたか？
⇒ (      )   平成 年 月ごろまであった
(      )   現在もある
ご協力ありがとうございました。
（東北大学耳鼻咽喉科、血液免疫科）
図２
マウス耳管周囲組織のH.E標本
ET:耳管 CA:耳管軟骨 SG:漿液腺
MG:粘液腺MU:筋組織
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対象：自覚症状のあった13例
耳管開放症：★ 3例
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図１０
耳管機能検査所見（初診時）
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自覚症状の推移
図１１
種類 抗体名 販売元、#Lot number
一次抗体
（すべて家兎
由来のポリク
ローナル抗体）
Anti-mouse aquaporin 1 CHEMICON, USA, #20080862
Anti-mouse aquaporin 2 almone labs . , Israel, #AN-03
Anti-mouse aquaporin 3 almone labs. , Israel, #AN-02
Anti-mouse aquaporin 4 almone labs. , Israel, #AN-01
Anti-mouse aquaporin 5 CHEMICON, USA, #20110670
Anti-mouse aquaporin 6 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3237A2
Anti-mouse aquaporin 7 CHEMICON, USA, #20060310
Anti-mouse aquaporin 7 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3238A
Anti-mouse aquaporin 7 CALBIOCHEM,USA,#B34100
Anti-mouse aquaporin 8 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3238A3
Anti-mouse aquaporin 9 CHEMICON, USA, #20070422
Anti-mouse aquaporin 9 ALPHA DIAGNOSTIC,
USA #3232A
Anti-mouse aquaporin 9 CALBIOCHEM,USA, #B41003
二次抗体 Anti-rabbit immunoglobulin,
ENVISON™＋ System HRP
Dako Cytomation, USA,
#K4003
表1
マウス耳管組織 Aquaporin-
1
Aquaporin-
3
Aquaporin-
4
Aquaporin-
5
線維芽細胞
＋＋ － － －
軟骨細胞
＋＋ － － －
毛細血管内皮細胞
＋ － － －
粘膜上皮基底側
細胞膜
－ ＋＋＋ ＋＋＋ －
粘膜上皮頂面
細胞膜
－ － － ＋＋＋
横紋筋細胞
細胞膜
－ － － －
漿液腺細胞の頂面
(管腔膜側)
－ － － ＋＋
表２
＋＋＋：strong expression,＋＋：moderate,＋：weak,－：none
